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Pantoea ananatis is a Gram-negative bacterium that causes severe disease in economically important 
agricultural crops such as rice and onion. Although several virulence factors of P. ananatis have been 
reported, the details of its molecular mechanism have not been clarified yet. The aim of this study is to 
elucidate the virulence mechanism by the exploration of an unknown virulence factors of P. ananatis. As 
a result, we found that the gene for colanic acid biosynthesis was involved in the virulence of P. ananatis. 
Moreover, we analyzed the genetic structure of bacteriophage phi2 that suppresses the pathogenesis of 
bacterial palea browning of rice caused by P. ananatis. As a result, the bacteriophage phi2 was presumed 
to belong to the family Myoviridae in the order Caudovirales. This is the first report of the bacteriophage 
of Myoviridae that specifically infects P. ananatis. 
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１． 緒言 
Pantoea ananatis(P. ananatis)はグラム陰性細菌の一種で，
イネやタマネギなど経済的に重要な作物に感染して病気
を引き起こす分離株が知られている．P. ananatis による被
害が各地で報告されているにもかかわらず，その病原性
に関する詳細な報告は少ない．また，植物病原細菌の病原
性因子として一般的に知られている 2，3，4 型分泌機構
を P. ananatis は持たないため，その病原性メカニズムに
興味が持たれている．そこで本研究では，P. ananatis の病
原性因子を探索し，そのメカニズム解明に向けた新たな
知見を得ることを目的とした． 
一方，P. ananatis によるイネ内穎褐変病をバクテリオフ
ァージ（ファージ）によって発病抑制できることが，ポッ
ド及び圃場試験で実証されている[1]．しかし，そのファ
ージの形状，遺伝子構造などは明らかになっていない．本
研究では，防除利用に向けたファージの詳細解明を目的
としてゲノム構造の解析を行った． 
 
２． 実験方法 
（１）P. ananatis の病原性因子の探索 
本実験では３つの菌株を使用した．１つは，イネから分
離された AZ200124 株（MAFF 番号 106629），もう１つ
は同じくイネから分離されたNR53株（MAFF番号 301720）
で，この２つは病原性を有する．残る１つは NR97 株
（MAFF 番号 301722）で，こちらは同様にイネから分離さ
れたが病原性を有さない．本実験では病原性因子の探索
のため，AZ200124 株と NR53 株に Ez-Tn5 トランスポゾ
ンを導入し変異株を作出後，タマネギ切片に接種して
NR97 株接種時と同様な症状となる弱毒株を選抜した．得
られた弱毒株に対して，Universal Genome Walker Kit 
(Takara Bio) を用いてトランスポゾン挿入位置を特定し
た．また上記の３菌株のゲノムを次世代シーケンサー
Miseq（Illumina）を用いてシーケンスし，その解析結果を
トランスポゾン挿入位置特定等に使用した． 
（２）P. ananatis に感染するファージの解析 
ススキの穂から分離されたファージ AZ200457 株（以下
Φ2）を用いて形態観察，及び遺伝子構造解析を行った．
ファージの形状をネガティブ染色法による透過型電子顕
微鏡で観察した．また，抽出したファージの DNA を次世
代シーケンサーMiseq を用いてシーケンスを行い，得られ
たリードを CLC Genomics Workbench 上でアセンブルし
て全塩基配列を決定した．その配列に対して微生物ゲノ
ムアノテーションツール MiGAP によるアノテーション
を行った．得られた解析データと他のファージの塩基配
列を比較し，ファージΦ2 株の分類を明らかにした． 
 
３． 結果および考察 
（１）P. ananatis の病原性因子の探索 
約 900 の変異株を用いたスクリーニングの結果，5 つ
の弱毒株を選抜した．トランスポゾンの挿入位置を特定
したところ，4 つの遺伝子がノックアウトされていた（図
1）．このうちの 3 つは PASVIL[2]と呼ばれる特異的病原
性決定領域に存在する，pepM，yxeK，leuC 遺伝子であ
った．pepM は phosphoenolpyruvate mutase をコード
しておりリン酸の転移に関わる．pepM は一部の抗生物質
産生に必須とされ，P. ananatis においても自身に有利と
なるような物質の産生に関わっていると考えられる．
yxeK は monooxygenase をコードしており水酸化，生理
活性物質の代謝などに関与する．また，YxeK は外膜タン
パクとして物質の分泌に関与することが報告されている．
そのため，yxeK がノックアウトされたことにより病原性
に関わるような物質を分泌できず，弱毒化した可能性も
考えられる．leuC はロイシン生合成に関与する遺伝子で
ある．しかし，ゲノム中の他の位置にロイシン生合成に関
する完全な生合成遺伝子群が存在すること等から，ロイ
シン生合成とは別の，病原性に関連する機能を持つ可能
性が考えられている[2]．残りのノックアウト遺伝子は
NAD-dependent epimerase をコードする遺伝子 rfbB で
あり，ヌクレオチド糖の代謝に関与すると考えられる．
blast による相同性解析の結果，rfbB は wcaG 遺伝子と
高い相同性が認められた．WcaG は GDP-L-フコースシン
ターゼとして働き，コラン酸生合成に関与している[3]．
大腸菌において，コラン酸は植物体上でのコロニー形成
に重要であるとされている[4]．また，グラム陰性植物病
原細菌 Pectobacterium では wcaG が植物に対する病原
性に関与することが報告されている[5]．そして，rfbB 変
異株に対して rfbB 相補株を作出し，タマネギ切片に接種
したところ病原性の回復が認められた（図 2）．これらの
ことから，P. ananatis においても rfbB が病原性に関与
している可能性が考えられる．今後は，rfbB 変異株と野
生株の菌体外多糖を抽出・分析し，変異株と野生株間の菌
体外多糖の違いを比較することで，より詳細な病原性の
メカニズムを解明していきたい． 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 P. ananatis弱毒株のトランスポゾン挿入位置 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 rfbB 変異株の相補試験結果．左から野生株（NR53），
変異株（NR53ΔrfbB），相補株（NR53ΔrfbB +rfbB）． 
 
（２）ファージΦ2 株の詳細解明 
透過型電子顕微鏡観察の結果，Φ2 は大きく細長い頭部
と尾構造を持つことが確認された（図 2）．これは phage 
T4 と類似した形状であるため，Φ2 は Caudovirus 目
Myovirus 科に属することが示唆された．また，遺伝子構
造解析の結果，全長 176,635 bp，GC 含量平均 49.3%，
推定 ORF 数 161，tRNA を５種コードしていることが判
明した（図 3）．Terminase 遺伝子のアミノ酸配列を用い
た系統解析の結果，T4-like headful のファージとクラス
ターを形成したため，T4-like viruses と呼ばれるグルー
プに属することが示唆された．T4-like viruses は 39 のコ
ア遺伝子を持つが[6]，Φ2 はこれらのうち 38 個のコア遺
伝子と相同性の高い遺伝子をコードしていた．Φ2 がコー
ドしていなかったコア遺伝子 Gp37 は長い尾繊維の先端
部を形成し、ファージ-細菌間の相互作用に重要な遺伝子
であることが知られている．そのため，Φ2 ではファージ
-P. ananatis 間の相互作用に関わる遺伝子が他に存在す
ると考えられる．Φ2 は P. ananatis に特異的に感染する
ファージとしては初めての報告であり，併せて考えると，
Φ2 が既知の T4-like viruses とは異なる宿主認識機構を
有している可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Φ2の TEM 像 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Φ2の遺伝子地図 
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